(19} DEUTSCHE DEMGKRATJSCHE REPUBL1K 



PATENTSCHRIFT 



& r S *£T IsS? Wirtsehaftspaterrt ISSN 0433-6481 (11) 



m 



2004 3^ 



AMT FUSR EBFiNDUNGS- UND PATENTWESEft to de* vom Anmekter singsrsich-en Fassung veresftentRcht 



!2T) WP C 12 K/ 2331 253 



(22! 08.09.31 



{M) 04.05.83 



01 ! AKADSMiE OSS WISSEMSCHAFTEN OSB 008. 8EHUN, DO 

(72) FLECK, WERNER, Cfl.HASS L.fiSR.iMAT, OIPL,-SiOL. ; PASSASGS, MARGRiT, QIPL.SiQL., 
3SE3ER, JOSEF,DR.HSaMAT.DtPL-eiOL.;?RAUS£R, HEL&tUT.DR.Se^.MAT.OfPL-SiOU.DD; 
{73} steins {72'* 

!74i HUUTSCH, SR!CH INST. U. SNfWCHTU NOSN DES AOW JENA. PATENTS. SSOQ JENA 
BeUTENBSRGSTR.. 1 1 



{54! VERf AHREN ZUR HfiRSTSLiUNG 3NES PROTEQIYTISCHEN SNZYM-PRAEPARATES 



(57) Die Erflndung bezieht sich auf ©in Verfahren 2ur Herstailung einss protsolytiscben Enzym- 
Praparsiss, das fur die Chemctherapie von Erkrankungen des Menschen, fur den Abbau 
elweiShaliiger Verbindungen und den AufschluS kompsexer Substrate in der m.'krobiologischen 
Industrie von potentieiiem Nutzen ist. insbesondere betriffi die Erfindung-em Verfahrsn zur 
HerstaiSung eines neuen proteoiytischen Enzym-Praparetes unter Varwendung eines 
Mikrsorganismus, der bisher nichtfur die Hersteifung von tnzymen des Type der Protesnasen 
herangezogen wurde. Der Mikroorganismus, Stamm ZiMET 43 547, wird aufgrund seiner 
taxonomtschen Elgenschaften a)s Nocardiopsis dassonviiiei benannt Ziei der Erfindung tst die 
Gewinnuna. eines proteoiytischen Enzym-Praparates mitflbrmolytischen, Bioschiamm klirenden 
Slcenscbaften sowie dam Vermogen, polypeptidhaltige Substrate der Fermentationstndustrte 
aiifeuschHe&en, urn die Palette derartiger Biokatatysatoren zu enweitern. Die Aufgabe wird dabureh 
geiost, daS durch aerobe Submersfermentation eines Mikroorganismus in Medien mit geeigneten 
C- N-Quellen und Mineraisalzen das Enzym gebiidet, mitMethoden der Uitrafiitrationstechnik im 
Kulturfiltrat konzantriert und gegebenenfafts auf ubiichem Wage iyopbiiisiert wird. 
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Sit-sl der Srfindung 

?er£ahren aur HersteXlung eines pro te olytiscben SnzysHSr&parates 
Anwendungsgsbiet der SrfiMusg 

Sis Brfindung besiehb sioh atrf ein Yerfabren zur Hersbellung 
eines proteoXytiscben Sasjm-Praparates, das atrfgrund seiner 
ribixuiolytiscben Bigenschaften fur die Hiasaixsediain, aurgrund 
seiner proteolytischen Wirkung fur die Slamns von Biosfihlaasa 
mid den AufscbluB kxarplexer Substrate in der Abwasser- und dsr 
sikrobiologischen Industrie von Stabaeo. ist» Iasbesondexe be~ 
trifft 'die Srfinduag die Gewixmuog einer Proteinase unter Ver« 
weadung eines bisber als Broteina'se-Bildner aiobt bekannten 
Mikroorganisaus « 

Obarakteristik der bekaanfcen tecbnisoben Losungea 

Zahlreicbe Vertreter der Gattungen Bacillus , Aspergillus und 
Stre-ptoscrces konnen unfeer geeignefcen Psrmeataticnsbedinguagen 
Proteinasen syntnetisieren, die siob beauglich ibrer prote*. 
olytiscben Bigenscb&ften auf Serin- (B« G« 3* 21), Cystein- 
es* 0, 3* *I 22), Aspartic- (3* C. 3« *» 23) und Metailo- 
Proteinasen (E« C« 3* *ii 24) unterscbeidea, Haufig bilden die 
bekanaben Proteinase-Bildner Gemiscbs von Proteinases* s<> £« 
werden in diesem £alle alkalische and neutral e Proteinases 
simultan gebildet, Andererseita schranken die Art der 2eis~ 
peratur- und der pH-Optima bekannter proteolytisebar Praparate 
deren AnwendurgsBOglichkeitea ein* 

Plir bestimte Anwendungszweeka ist wuascheaswarfc, daB die 
proteolytische Aktivitafc eines Bnsym-Praparafces uater 30 0 
ssbr gering ist, dafiir bei temperature a swiscbea 35 und 70 0 
voll aur Sntfaitung koismt. Die Verwendung von nesopbilen Ter- 
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tret era der Gattuag Hocardlopsis als Pro te iaasea-Bildaer 1st 
bisher aickt bekaaat gswordea. Is is* auob aicbt bekaaat* daB 
proteolytisebe Bns^rss-^Praparatie aus Ko c ardippsis mit eiaem so 
boben Semperatur-Optimum erhaltea wurdea, wie sie soast aur von 
tbermopbilaa Mikroorgaaismeu* a» B* bermoac tirogiff C e a» bekaaat 
siad. Ifermeatatiouea mit letzterea siad dabei durcb eia ua~ 
gunstiges Verbal tr&s von Baergieaufwaad zu Bazymertrag ge- 
keaazeicbaetro 

Zisl der Srfiaduag 

Bis Brfiaduag dieat der Herstelluag eiaes proteclytiscaea ia- 
s^m-Praparates mit; eiaem bobea Tempera tur-Optimum mit Hiife 
ela.es Mikroorgaaismus, der aufgruad seiaer mesopbilea Bigen- 
scbaftea ?om eaergetischea Standpuakt tbermcpbilea Mifcro~ 
organisms a vorsualehea isb« Damit sollen die aufgefuartea Hacb** 
telle bisber bekanater Yerfabren zux Eerstailung proteolytlscber 
Bazja-Praparate veraiedea uad die Palette derartiger Praparate 
durcb einen Yertreter ait breitem Aaweaduagsgebiet erweitert 
werdea* 

Sarleguag des We seas der Brfiaduag 

Der Brfiaduag iiegt die Aafgabe zugruade, eia tecbaologiscb 
eiafacbes Verfabrea aazugebea, das es gesbattet, aus leicbt 
zugaagXiobea uad billigea Eiasafczsfecffea ia bobea Ausbeutea 
eia proteolytiscbes BazTm^raparat mit hofcem 2emperatur-Opti- 
mum berzustelXea* obae aaf themopaile Mikroorgaaismea suriick- 
sugreifea* 

Brfiaduagsgemafi mrd die Aufgabe dadurcb gelost, daS uater 
aercbea uad sterilea £uiturbediaguagea ia eiaem fXussigea 
Kaarmedium mit Koaieastoff- sowie Stiokstoff-^aellea uad Mi-* 
aeralsaXzea der aacbfolgeade bescbriebeae Mikroorgaaismus 
Oder seiae Variaaten gesuebtat werdea* 

Der Mikr o o r gaai smua , der ia diesem Verfabrea Aaweaduag f iadet ,. 
wurde uater der Hegistrieraummer SIMEU 43647 ia der ZIMS£« 
Hiaterleguagssteile far Ukroorgaaismeaj Seatraliast^tat fur 
Mikrobioiogie uad experimeatelle Tberapie der Akademie der 
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Wissenscbaften der DDR, 69 Jena, BeutenbergstraSe 11, binter~ 
!eg$ 3 .Bar staiam ZIM&D 4364? wird der Art ffocaralopgis dasspn~ 
Tilled (Brccq-Bousseu) Meyer (Iat a it* Syst* 3acteriol<»2S (4}s 
48? bis 493 (1976)) sugeordnet* 2r wurde ma Yerscbixameltea 
Stroll isolierfc* Der Stamm 1st aerob, Graapositiy mid katalase- 
posltiT, Br bat den Sellwandchemotyp III (meso-DiaminQpiiselin-* 
satire* Arabirose and Galactose feblen) » Myoolsauren uad 3jEa~ 
duress fs£U&» Das Substratssyesl entwickelt sieb bei 3S u 0 gut 
auf dem orgaaischen Medium 79 (Prauser uad Ealfca. 1968, Z* Allg, 
MikrobicI* 8 Cl)i 39 bis 46) uad auf den ISP-Medien a, 3,4 and 5 
(Gottlieb uad"8hirling. 1966* Inti J'i 3yst« Bacterid, 16 (3)* 
313 bis 340)* Is 1st nabeau farblos bis scbw&ch gelbiich- 
braualica (Medium 79) * Cberflacblieb liege-ode Sabstratmycel" 
bypben sraofcsen. meist reehtwinklig sua Koloniarand naeb auBeni 
You ibnen geben mebr Oder weniger recbtwinkiiga Terswiguagen 
aas* Ddslicbe Pigments feblen las Agar* Luftiaycel wird am 
besten auf dem Medium 79 gebildet* 3s 1st meaiig, weiB a&fc 
sonwacb geiblicb-grauiieber Xaz>sng« Auf den anderea Median 
wird Duftaycel aur an den Kolcnierandern eatwickelt Oder die 
luftis^eeibypbsa sind nar mit dem Bikroskop erkeanbar* Die Left- 
Eycsibjpbeu fragmeatiereu in langiicbelliptiscbe Sporen ait 
glatter Oberflacbe, Staasi 43647 bildst keiae melanoiden 

Pigments* Hr reduzier* titrate, peptonisiert Milch* vsr- 
fliissigt Gelatine, Kydrolysiart Starke una baut Xantbin uad 
Aeskulin abi Der Stamm wacbst, auf D-Glukose, B-Mannose, Maltose t , 
D-jfeaait, D-Pruktose, Saccbarose and Glysserin; 3r wacbst nicht 
auf L~Arabinose, jMyiose, L-Sbasmose, Lactose., Baffinose, 
Adoait* Duicit und aeso-Inosit^ Das eutgegea der Base are ibung 
von Meyer (loc.cit*) febiende Wachstum auf Arabinose, Xylose* 
Isactose und Shastaose wird beia gegenwartigen Stand der taaco- 
nomiscbsn Searbeituag der Gattung Kocardiopsia aicht sum An- 
laS gsnommen., eine neue Art dieser Gattung au besenreiben* 
Die Kultivierung des Stames 43 64? sowie seiner Mutan- 

ten und Yarianten erfolgt uater aerobea Bediagungen* In Glu- 
cose-Gelatine lyophilisierte Mjcelfragaente warden in gs- 
eignete Agarnabrbodea und aacbfolgend in fliissige, vorber 
stsrilisierte labrmedien geimpft uad das eatstebeade ib/cel 
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wird in an sich bekaaater Weise bei eiaer 'leaperatur zwisehea 
25 uad 37 °0 (vorzugsweise 23 °C) uber einea Zeitraua von 2 
bis 10 2?agen (vorzugsweise 6 lagea) "bei eiaer Aciditat kulti- 
viert, die zn Begian des Jferffieatatioasprozesses zmscfaan pH 
6,5 and pH 7,2 liegt* Das &aarmedium besteat ana Kohlenstoff- 
uad Stickatoff-Quallea, some aus anorgaaischen Salzen« lis 
Ko hie ast off -Que Ilea konaen Starke, Glucose, Glyzeria, Maa- 
ait, Dextrin, Saccharose, Sojaol mad So^amehl verwendet wsrdeni 
AIs Stickstoff-Queilen koarmen auSer dea obea sr^.ant«a stick- 
storfnaltigea Substraten aach I'rcckerthef e , Pleischpeptoa uad 
Caseia la Frage* 

Gate Brgebaisse siad bei Zusatz von Miaeralsalsea zu erzielea* 
Letztere begunstigen dea Yerl&uf dsr Fermentation in- Abhaagig- 
keit voa eiagesetztaa Nanxmedium* Xa koaplexen Mediea* die ver~ 
schiedeae Media eataaltea, siad Z-usatze von Kaiziuakarbanat , : 
Ifatriursaitrat baw* Saliumphosphat vorteilhaft; Die Fermentation 
des Bildasrs kaaa ia Steilbrustflaschea uad Rundkclben ver- 
scaiedeaea lahalts, ia Glasfermenter scwie ia ?2i.-Iaaka durca- 
geiuarfc werden* 

Die Bestiamaag der protealytischea Aktivitat dea rohen Hal- 
turbruhea des Staaaes 43 64? dea Art ffocardioasls das~ 

soayill ei uad. des daraus gewoaaeaea Snzyin^raparates. S-ZXMET 
43 64? erfolgte ait eiaer von M a Kuaitz 1946 beschriebenea 
UT-spektrosfeopischea Methode (J. Gea* Physiol*, 149) » Dia 
Isolieruag des proteolytischea Sazya~Praparates wird ia der 
Weise durchgefuart, daB die Kuiturldsuag auf ubliche Weise in 
%cel and Sulturfiltrat separiert, das Suiturfiltrat ait Hilfe 
der Ultrafiitratioastecanik koazentriert and aachfolgead 
lyopailisiert ic,rd« 

Das lyophilisierte aeue Sazyn-Praparat ist sine braunlAoha, 
saaorphe Substaaz t die sica gat ia fasser lostf Das proteo- 
lytische Bazym-Praparat wards ia seiner eiweiMegr&dierenden 
Wirksankeit aa verschiedeaea Substratea uatersucht* Das 
Praparat kaaa durca folgeades Substratproxil charakt e ri si e rt 
werden: 
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Substrate 


Proteolytiscbe Wirkung 
von. S-SIMST 4-3 54? 


Gelatins 




Casein 




BindereerumalbuBdn 




SacBia^iobulia 


am 


Koiiagen 




Pibria 


tin 



Das Temperaturopbimum des prateolybischea Sasym-Pr&parstes S- 
ZIMS2 43 64? liegt awiscaea 35 uad yO °C (vojasugswsise bei. 
60 °0), wean bei pH 7>6 ais Substrat Casein bsw» PiaaQ-Oasein 
verwendet wards (Abb* 1). Das pH-pptiama liegt wischan pH 6,0 
and pH 10,0 (voraugawslse ' pH 9*0), wean ais Seiaperatur 60 0 
gewsalt warden (Abb, 2)» 

Die i'berao stabiiitat dss ■ profeeoiybisohen Bnsya-Praparates E- 
2IMSS 43 64? wurde bei 35 uad SO °0 fur die Dauer von S Stuodea 
bei pH 9,0 onterauoht. Babei seig* sioh, daB bei eiaer 2« 
stiiadigen Voriakubatioa das Praparates bei 35 0 ieia AiStl- 
Yitatsabfalis aaoa Sstundigsr Voriakubatioa dagegen eia 4b- 
fall der proteolyfeischen A&tivitat auf $0 % erfolgt* 

Im Gegeasats daau wird nacb 2stbadiger Yoriakubation des Pra-. 
parates bei 60 °G bereits eia Abfall der proteoiytiscaea Akbi~ 
vital? auf" 35 % and naeh Ssirundiger Voriakubation auf sa. 8 % 
beobachtet (Abb, 3), 

Sowohi frisebe PersentaticnsXdsungen des Biidaers ZXME0> 43 64? 
ais auca das aus ianea gewcnnene Bnsym-Praparat E-SIMB'P 43 64? 
besitzsa spesielle Sigenschaften ssiar Loslichmacnuag baw« 
partieliea Hydrolase von tieaAscbea f pflansXichen, aber auch 
aenschlicaen Proteiaen* Bar aus ergeben sica versohiedeae An- , 
wen&ungsgebiefce ia LaMwirtscaaft, Industrie uad Humaaaediaia, 

Die proteolytische Wirkuag des Praparates B-SIMSf 43 64? auf 
Gelatos wurde mib Eilfe der bei 2?aufei et al a (J « Carojsat 4t 

48? bis 490, 1974} bescariebsnea Methods bestisaat* Die 
Wirkuag des Saaya-Pa^parata s aaf Oaseia wurde aaband der Methods 
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aacb Kunits <3*« Gen a Physiol*, 22, 149, 1946) ermittelt* 3ar- 
iiber hinaus 1st die prcteolyfciscbe Aktivitat des Bnaym-Prapa- 
rates auch am Diazo-Caseia aacb einer ublicbea Methode iinter- 
sucht wordea (J, Biol* Chem. , 121, 501, Auch bei den 

' Substraten Eindarserumalbumin tand Gamma-Gflobulija 1st die vor- 
haadene Oder febleade proteolytische Wirkung von E-2IM3T 43 647 
anband. der OT-spektro skopisch besti-amtea -lyros:La~Freisetzung 
aacb der Suaita -Methode gemessen worden* Die proteolytische 
Wirkung des Bnaym-Pxaparates- auf Soilage a words sat Hilfe der 
Hide^owder-Azur-'Iechaik gepruf t ♦ Beim Hide«-Powder-Azur isb 
3«ds freie Hydrosyl-Groppe des Sollageas mit eiaesi Pares toff - 
rest verbun&en, so daS bei der easysabischea Spaitung eines 
eiazigen Molekiils eine groBe Zahl von Parbstof f mole kulen (Re- 
maaolbriiliaatblau) in Losuag gehea, Sadureh wirtet; Hi&e- 
Powder-Asur als 1, ?erstarker-Substrat n (Hinder knecht eb al* ? 
Olia. Chiau Acta, 21, 19? bis 203, 1963)* 

Die fibriaolytiscbe Akbivit&t wurde mit Hilfe eiaer Pibria- 
agar-Plattentechnik aacb Astrup and Mullerts (la: Gerianungs- 
iaboratorium in Jilinik una Praxis (Edit* 3, Perliek and A* 
Bergmana, Yerlag Georg Thieme~t»eipsig, 1971? 3, 374)) bestiara** 

Ausfuhruagsbeispiele 

1* Als Impf material fur die Beiajpfang eiaer Yorsuobt-Eultur 
warden in Glukose-Gelatine lyophilisierte ^celfragmeate 
des Hfocardiopsis dassonviliei . Stasia ZXMBT 43 647, ver- 
■weadet « Als Yorsucht-Mediim eigne t slob eia flusslgss 
Nanrmedium fol gender Zusaameasetsuag: 

Glukose 1,5 % 

Sojamehl 1,5 % 

CaCO^ 0,1-38 
HaCl 0^5 % 

Leitangswasser* Sterilisation; 35 8£in* bei 
115 °C* Aoiditat awisehea pH 6,5 oad 
pH 7,0 

Die laocalum-Menge far 80 ml Yo r sue ht-Me &±tm in eiaer 
500 ml-Steilbrustflasche be stent aus 1 si re suspendiertea 
Mycelfrag&ente-iyophilisats* 2Tacb 2tagigar Voraucht- 



233125 3 



Kultm? bed 28 0 auf ei&em SGbutbeltisoh mit einer Scbwing-. 
freauenz von 180/Miru werden 80 ml einer Produktions»-Kul t sxc 
in 500 ml Steilbrustflascben mit S ml der Vorsucbt-Kuitur 
beimpft*-' 

AXs Produktions-Mediuci eignet slob sin. fliissiges HShxmedium 
f olgender Susaasieasetamig; 

Saccharose 0,25 % 

HaHO* 0 S 2 # 

E-jEFO^ 0,1 $ 

KOI " 0,05 % 

FeSQ 4 0>001% 
Aqua dest* Sterilisation: 35 Hin.» bai 
115 °0 Aoidifcat a-wiscbsn pH 7,2 and pH 7*8 
Die Feraentationsaauer betragfc 6 "bis 10 2age bei 28 0 auf 
elaem Scbiitteltiscb sit; einer Scbwingfreqaeas von 180/Mia*, 
ebe die Easdbaala proteolytiscbe Aktivitat erreicbfe v?ird* 

2<»: Man gebt wie im Beispiel 1 Tor mit dem Untarscfaied, daS das 
Productions— Meditam f olgende Zusasasensefcsrong h&fc* 

Sojjaiaehl 2*0 % 

Glufcose 2,0 % 

Ca00 3 0,3 % 

ITaCl . 0 ,5 % 

In leiturigswasser* Sterilisations 35 Miru. 

bei 115 °0» Acidibat bei pH S,5« 

3* Bas Tarfabren unterscheidet slab Ton deugenigen des 3ei~ 
spiels 1 dadurob,. dafi das zur Beixapfung der V o raucbt-^ul t ur 
verwendete lurpfmaterial auf einem fasten Agarmadium folgender 
Zusammensefcssung fdr die Dauer van, 10 2agen angesdchtet wirds 



Slukose 1»0 ^ 

Peptcn 1,0 $ 

Ksfe-Sxtrakt 0,2 % 

Oasamiao acids 0,1 % 

NaCl 0,6 % 
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Agar-Agar 1,5 % 

Leituagswasser. Sterilisation: 35 Mia* bei 

115 °0* Aciditat pH 7,0* 

4* Das Verffahren unterscbeidet slob von demgenigen des Bei- 
spiels 1 dadurcb, daB eine 1* Vbrkultur, wis in Beispiel 1 
bescbrieben, angelegt wird, nachfolgend ^edocb eine 2* ¥or-< 
fcultur durci Beimpfen too, 400 al des ?orsucht~Mediums in 
21-01 asflascben ait 10 ml Suspension aus der 1. Tor tool tor 
fur die Earner von 24 Stunden gezucbtet wird* 

400 al der a«f diese Weise erbaitenea 2* Varkultur dieaen 
sur Beiapfung von. HO 1 des im Beispiel 1 be scbrieberen 
Produktions-^ediux&s , das in einem 321-Olasfencenter eat- 
balten 1st* Sabrend der Fermentation* die bei 28 °0 mit 
einer Riibrge sobwindigkei t von 400 tT/Min* uad einer Luftf*- 
zufubr von 15 1/Min* ausgefuhrt isird, karn die Scbama- 
Dildung durcb Zusata Id einer Mengen von Soanenbiumendl 
Oder silikcnhaitiger Scbaumsehufczssifctel kontroliiert wer«* 
den* Die naca oa« 120stuadiger Sarmentationsdaner er- 
baltena Aktivitat des profceolytiseben Ensyms entspricht 
0,9 bis 1,4 /umol freigesetztes ^rosin/ml la Sberstand 
der Kulturlosung des Wildstammes* 

5* iiacb Abtrsrsaen des SSycels aus der nacb Beispiel 4 erbalte« 
nen fermentafcionslostmg aaitteis Separator werden 20 1 £ul« 
turfiltrat dnrcb Ultrafiltration auf 3,5 1 konzentriert, 
2 or Ultrafiltration wird eine ligenbau-Apparatur verwendet* 
die mit 2ellulo seacetat-Membranen vom 2yp US' 1 be stub kt 
1st* Der Aufkonaentriermigsfaktor betragt 5,7» Die j« 1 .asl 
native Eulturlosung gebildate proteolytische Aktivitat be- 
wirkt die Freisetzung von 0,9 yamoi Syrosin in einer 
Caseinlosung nacb 20 Minuten bei +60 D G» Die pretax 
0lytisobe Aktivitat ;}e 1 ml Sonsentrat betragt dagegen 
4,0 yumol freigesetztes 3!yrosin oater gleieben Bediaguageni- 
Der Auf konsenfcrieruagsfaktor bezuglicb der Proteinasen- 
aktivitat betragt 4,4i Die Bnzyaausbeute naob der Konaea-* 
trierung betrSgt 77,7 % der Ausgangsi5suag« Die Filtrat- 
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2 

stroxadiehte errsicht einen Werfe Toa 16 1 pro Stunde and m un& 

die SeletetivltM * . (1~ g Ssg^sloW 35 100 * ****** 
67 Jf* 

Hach der Ultrafiltration wird das proteolyfcische Bnsym-Prapa- 
rat iyophil geferoctaefc und "bei «£0 °0 gelagsrt* 



23 3 1 25 3 - 10 - 

E rf indungsanspruc a 

ferfaferen stir Hersuellung emes proteolytiscnen Snsym-^rapa- 
ratres auf miteooiologisckem Wege $ gekennseicMet dadurch, da£ 
der Mifcroor*sacism«is Fooardio-psig , dassonvillei * Stasm ZIISBT 
43 647, unter aerobes. 3ediagungea in fliissigen 2?alirmedien t die 
sine Eohlenstoff - und Stickstoff-^iella sowie Mineralsalze ant- 
haltea, bed einer Ssusperatur swischen 25 sad 3? °0 wabrend 
eines Seitraomes von 5 bis 10 lagen kultiviert wird ujad das 
dabei gebiidete proteolytische Snsym 43 64? ia Salter-. 

f ilfer&fc mitf Hiifa der tFlfcrafiitrafeionstechnilc konzentriert und 
gegebertenfalls rtachf olgead lyophilisiartr -wird* 
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Einflufi der Temperatur auf die proteolytiscne 
Aktivftat- von E-ZIMET 43647 



opti'sche 
Dichte 




Abb.l Tesipearat-ar-Wirktsngsoptifflm von B-ZIME2 43647 
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EinfluH dss pH-Wertes auf die proteolytische 
Aktivitai von E-ZiMET 43647 



optiscbe 
Oichte 




11 pH~Wer 



Abb. 2 pE-Wirkungs optimum von. B-SIMET 43647 
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Thermostabilitat von E Z1MET 4 3647 
bei 60 5 C unci 35~C 

optische 
Dlchte 4 




> Einwirkungszeit in Stcl. 



Abb* 3 



BiafluQ dar Teaperatur auf die Aktivitat 
yoa 43647 



